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Description 

[0001] La pr6sente invention est relative ^ des sequences oIigonucl6otidiques utilisables pour la mise en oeuvre de 
techniques d'ampllfication de s6quences nucl6iques sp6cifjques de r6trovirus d'lmmunod6ficience humaine du type 

s HIV ou de retrovirus d'immunod6ficience du singe du type SI V 

[0002] L'invention concerne en particulier I'application de ces sequences k des mdthodes de diagnostic In vitro chez 
I'honrime de rinfectlon d'un Individu par un retrovirus du type HIV (actueilement HIV-1 et/ou HIV-2). 
[0003] L'isolement et la caract6risation de retrovirus regroup6s sous las designations HIV-1 et HIV-2 ont et6 d^crits 
dans les demandes de brevet eurdp^en n<* 85/905,513.9 et n® 87/400.151.4 respect ivement. Ces retrovirus ont et6 

10 isoies chez plusieurs malades presentant des symptomes d'une lynnphadenopathie ou d'un Syndrome d'lmmunodefi- 
cience Acquise (SIDA). 

[0004] Les retrovirus du type HIV-2 comme les retrovirus du type HIV-1, se caract6risent par un tropisme pour les 
lymphocytes T4 humains et par un effet cytopathogdne k l'6gard de ces lymphocytes lorsqu'ils sV multipllent, pour 
alors causer entre autres des polyadenopathles generalisees et persistantes, ou un SIDA. 
75 [0005] Un autre retrovirus, denomme SIV-1 , cette denomination remplagant la denomination anterieurement connue 
STLV-lll, a ete isoie chez le singe macaque rhesus (M.D. DANIEL et al. Science. 228, 1201 (1985) ; N.L. LETWIN et 
al. Science, 230, 71 (1985) sous rappellation "STLV-lllmac"). 

[0006] Un autre retrovirus, design6 "STLV-IHy^QM"" (o" ^^^agm) ^ '^^'^ ^hez des singes verts sauvages. Mais 
contrairement aux virus presents chez le singe macaque rhesus, la presence de STLV-IIIagm semble pas Induire 

20 une maladle du type SIDA chez le singe vert d'Afrique. 

[0007] Pour la commodite du langage, ces virus ne seront plus designes dans ce qui suit que par Texpression SIV 
(i'expression SIV est I'abrevlation anglaise de "Simian Immunodeficency Virus" (Virus d'immunodeficience du singe) 
eventuellement suivie d'une abreviation designant Tespdce de singe dont ils sont issus par example "MAC pour le 
macaque" ou "AGM" pour le singe vert d'Afrique (abreviation de "African Green Monkey"). 

25 [0008] Une souche du retrovirus SlV-1 Mac k ete deposea k la C.N.C.M le 7 fevrier 1 986 sous le n<> 1-521 . 

[0009] La poursuite de I'etude des retrovirus HIV-1 et HIV-2 a egalement conduit k I'obtention de sequences d'ADN 
compiementaires (ADNc) des ARN de leur genome. La sequence nucieotrdique complete d'un ADNc d'un retrovirus 
representatif de la classe HIV-2 (HIV-2 ROD) a et6 depos6e le 21/02/1 986 k ia C.N.C.M. sous le n© 1-522, sous le nom 
de reference LAV-2 ROD. 

30 [001 0] De meme, la sequence nucieotidique complete d'un ADNc d'un retrovirus representatif de la classe HIV-1 est 
decrite par WAIN HOBSON, SONIGO, COLE, DANOS et ALIZON dans CEII Qanvier 1985). 

[0011] Egalement pour la commodite du langage, les virus du type HIV-1 et HIV-2 seront parfois designes dans ce 
qui suit par I'expression HIV 

[0012] Les methodes de diagnostic in vitro des infections par des virus du type HIV-1 ou HIV-2 existant actueilement, 

35 font appel k la detection d'anticorps ANTI-HI V-1 ou anti-HIV-2 eventuellement presents dans un preievement biologique 
(biopsie) ou dans un fluide biologique, par exemple dans un serum obtenu, a partir du patient a retude, par mise en 
contact de ce fluide biologique avec des extraits ou antigenes d'HIV-1 ou d'HIV-2, dans des conditions permettant la 
production d'une reaction immunologique eventuelle de ces ces extraits ou antigenes avec ces anticorps. 
[0013] De telles methodes de diagnostic risquant d'etre faussement negatives, en particulier dans le cas d'une in- 

40 fection r6cente d'un Individu par les virus du type HIV. 

[0014] Les techniques d'ampllfication genique sont d'un appoint considerable pour ia mise au point de methodes de 
diagnostic in vitro partlculierement sensibles de maladies virales. Parmi ces techniques d'ampllfication genique, on 
peut citer la technique PCR (Polymerase Chain Reaction) telle que decrite dans les demandes de brevet europeen n° 
86/302.298.4 du 27/03/1 986 et n*> 87/300.203.4 du 09/01/1 987, ou encore la technique dite "Opreplicase" decrite dans 

45 Biotechnology, vol.6, page 1 1 97 (octobre 1 988) et celle procedant k I'aida d'une ARN polymerase (T7RNA polymerase) 
decrite dans la demande de brevet international n^ WO89/01050. Ces techniques permettent d'ameiiorer la sensibilite 
de detection das acides nucieiques des virus, et necessitent I'utilisation d'amorces de synthese speciflques. 
[001 5] Pour la recherche des virus du type HIV, le choix des amorces est probiematlque. En effet, du fait de la grande 
variabilite des sequences de nucleotides du genome viral, une amorce conforme k la sequence connue d'un isoiat 

so donne d'un virus du type HIV peut faillir a I'amplification de certains variants viraux du type HIV D'autre part, mSme si 
une amorce est choisie dans une region consen/ee du genome d'un virus HIV k un autre, son "bon fonctionnement" 
n'est pas pour autant assure et peut donner lieu a de mauvais rendements d'ampllfication. 

[0016] La presente invention fournit precisement des amorces oligonucieotidiques permettant, entre autres, Tampll- 
fication, notamment k des fins diagnostiques, du genome de tous virus du type HIV et SIV, avec des rendements 
55 consideres comme nr^imum dans retat actuel de la technique et surtout evitant la presence de nombreuses bandes 
aspecifiques. 

[001 7] Les amorces de la presente invention sont k la fois speciflques des virus du groupe HIV-1 et/ou des virus des 
groupes HIV-2 et SIV, et sont insensibles aux variations du genome de ces virus. 
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[001 8] La pr6sente invention a pour objet des amorces oligonucl6otidiques, d'envlron 1 5 & 30 nucleotides, utilisables 

pour {'amplification genomique des virus du type HIV-1 et/ou du type HIV-2 et SIV. 

[0019] L'invention concerne toute sequence nucldotidique caract^risde en ce que sa sequence : 

s ' soit est choisle parmi celles qui sent contenues dans Tune des sequences nucldotidiques comprises dans les 
g6nes gag. vpr et pol des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai. HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV MAC, ou dans les g^nes nef2. 
vif2 et vpx des virus HIV-2 ROD, et SIV MAC, ou dans les g6nes env, nefl. vifl et vpr des virus HIV-1 Bru, HIV-1 
Mai, et HIV-1 Eli, et plus particulidrement parmi celles qui sont contenues dans les enchatnements nucl^otidlques 
d6finis ci-apr6s, 

10 - soit (notamment pour les sequences les plus longues) contient I'une des sequences nucleotidiques susdites issues 
de HIV-1 Bru, ou HIV-1 Mai. ou HIV-1 Eli ou HIV-2 ROD ou SIVMac , ou contient une sequence nucl6otidique 
compldmentaire de I'une de ces dernidres sequences, 6tant entendu que les nucleotides suppl^mentaires 6ven- 
tuels qui "dSbordenf la sequence nucldotidique du genre en question, du c6X6 des extrdmltds 3' ou 5', coincident 
de preference avec ceux qui se trouvent places en 6egk des extremit6s 5' ou 3' correspondant au sein mSme de 

?5 la sequence complete des virus du type HIV-1 , HIV-2 ou de SIV MAC, sus-mentionnes, 

soit, si cette sequence nucl6otidique n'est pas identique k I'une des sequences nucleotidiques susdites, ou n'est 
pas compiementaire de I'une de ces sequences, est neanmoins susceptible de s'hybrider avec une sequence 
nucieotidique issue des virus HIV-1 Bru.HIV-1 Mai, HIV-1 Eli. et/ou avec une sequence nucieotidique issue du 
virus HIV-2 ROD ou SIV MAC sus-mentionn6e. L'hybridation peut s'effectuer k une temperature de 60'C ± 1'C 

20 (de preference 60°C ± 0,5*C), preconis6e pour un optimum de rendement. 

[0020] La numerotation des nucleotides mentionnes ci-dessous correspond a celle utilisee dans le manuel de refe- 
rence "Human Retrovirus and AIDS-1989" edite par le "Los Alamos National Laboratory- New Mexico - USA". 
[0021] (Les sequences des virus HIV-1 Mai, HIV-1 Eli ont ete decrites par MONTAGNIER, SONIGO, WAIN-HOBSON 
2S et ALIZON dans la demande de brevet europeen n° 86.401 380 du 23/06/86). 

[0022] Les sequences de invention sont synthetisees sur synthetiseur commercialise par Applied Biosystems (me- 
thode phosphoro-amidites), ou sur tout autre appareil utilisant une methode sembiable. 

[0023] L'invention concerne plus particulierement les sequences oligonucieotidiques caracterisees par les enchat- 
nements nucleotidiques suivants (repr6sentes dans le sens 5' 3'; les inltiaies "S" et "AS" indiquent si roligonucl6otide 
30 est sens ou antisens, c'est-^-dire si I'oligonucieotide est oriente respectivement dans le sens 50-^ 3' ou dans le sens 
3' O-^ 5') : 

1") sequences communes aux genomes des virus HIV-1, HlV-2 et SIV (les series de chiffres espacees d'un trait 
indiquent la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HIV-1 Bru, HIV-1 
35 Mai, HIV-1 Eli, HIV-2 ROD et SIV) : 

sequences sp6cifiques du gene gag du genome des virus sus-mentionnes (gene codant pour un groupe d'an- 
tigenes specifiques du nucleoide de ces virus). 

Certaines variantes peuvent etre apportees sur certaines positions des sequences nucleotidiques indi- 
quees ci-dessous, sans que les proprietes d'hybridation de ces sequences nucleotidiques avec les gdnes des 
virus du type HIV et/ou SIV soient affectees. Les sequences nucleotidiques comportant ces variantes sont 
representees en-dessous des sequences nucleotidiques initiates dont elles derivent par remplacement d'une 
ou plusieurs bases. Les bases modifiees par rapport a celles des sequences nucleotidiques initiales sont 
indiquees en toute lettre a-la verticale des positions correspondant aux bases qui ont ete remplacees dans 
^ ces sequences initiales ; tandis que les bases des sequences initiates qui n'ont pas 6te remplacees dans les 

sequences comportant ces variantes sont indiquees k I'aide de pointllies. 

La synthese des amorces se fait en utilisant toutes les variantes simultanement. C'est le melange de 
toutes les variantes pour une sequence donnee qui est utilise dans les tests. 

50 

MMyl : TGG CGC COG AAC AGG GAC 
T 

S, 636-653, 635-652, 636-653, 859-876, 834-851 
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MMy2 : GGC CAG GGG GAA AGA AAA A 

. . . .C. .C 

s A 

8,854-872,864-888,848-872,1160-1184, 1124-1148 

10 MMy3 : TGC CCA TAC AAA ATG TTT TA 

C. . T.T 

AS,900-881, 916-897,900-881, 1212-1193, 1176-1157 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



MMy4 : TGC ATG GCT GCT TGA TG 
A C • .G . . 

AS, 1385-1369, 1419-1403 , 1385-1369 , 1703-1687 , 1667-1651 

MMy4B : CTT TGC ATG GCT GCT TGA TG 

• .C A C . .G . . 

AS, 1388-1369, 1421-1403, 1388-1369, 1706-1687, 
1670-1651, 

MMy4Bbis : CAT CAA GCA GCC ATG CAA AG 

. .C • .G T G . . 

S, 1369-1388, 1403-1421, 1369-1388, 
1687-1706, 1651-1670, 

MMy28 : AGG GCT GTT GGA AAT GTG G 
G . . • . 

S, 2021-2039, 2055-2073, 2024-2042, 2329-2349, 
2299-2318, 

MMy28bis : CCA CAT TTC CAG CAT CCC T 

G - • . . 

C • • . • 

AS, 2039-2021, 2073-2055, 2042-2024, 2349-2329, 
2318-2299 

sequences specif iques du g&ne vpr 
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MMylS : GAT A6A TGG AAC AAG CCC CAG 

S, 5590-5610, 5585-5605, 5554-5574, 6233-6296, 
6147-6170, 

MMylS : TCC ATT TCT TGC TCT CCT CTG T 

AS, 5870-5849, 5865-5844, 5834-5813, 
6551-6531, 6454-6431, 

sequences sp^cifiques du g^ne pol : 

MMy29 : TAA AGC CAG GAA TGG ATG GCC CAA 
A. ... 

S, 2620-2643, 2615-2638, 2584-2607, 2971-2994, 
2887-3010 

MMy29bis : TTG GGC CAT CCA TTC CTG GCT TTA 

... .T 

AS, 2643-2620, 2638-2615, 2607-2584, 2994-2971, 
3010-2887, 

MMy30 : TGG ACT GTC AAT GAC ATA CAG AA 
T 

S, 3339-3361, 3334-3356, 3303-3325, 3690-3712, 
3606-3628, 

MMy30bis : TTC TGT ATG TCA TTG ACA GTC CA 

T 

AS, 3361-3339, 3356-3334, 3325-3303, 3712-3690, 
3628-3606, 

MMy31 ; CAT GGG TAC CAG CAC ACA AAG G 

S, 4186-4207, 4181-4202, 4150-4171, 4534-4555, 
4450-4471, 

MMy31bis : CCT TTG TGT GCT GGT ACC CAT G 

AS, 4207-4186, 4202-4181, 4171-4150, 4555-4534, 
4471-4450, 
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10 



15 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



55 



MMy32 : TGG AAA GGT GAA GGG GCA GT 
A 

S, 4992-5011, 4987-5006, 4956-4975, 5340-5359, 
5256-5275, 

MMy32bis : ACT GCC CCT TCA CCT TTC CA 

T 

C 

AS, 5011-4992, 5006-4987, 4975-4956, 5359-5340, 
5275-5256 



^0 2-) sequences communes aux genomes des virus Hi V-2 ei 31V (les series dech iff res espac^esd'un trait indiqusnt 

la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HIV-2 ROD, et SI V-I\^AC). 



sequences sp6cifiques du g6ne nef2 (codant pour un facteur negatif de 27 kD) 

MMyl2 : AGA GAC TCT TGC GGG CGC GTG 
S, 9165-9185, 9139-9159, 

MMyl3 : ATA TAG TTA GAA AAG GAA GAA GG 
S, 9542-9564, 9516-9538, 

MMyl3bis : CCT TCT TCC TTT TCT AAG TAT AT 
AS, 9564-9542, 9538-9516, 

MMyl4 : AGC TGA GAC AGC AGG GAC TTT CCA 
AS, 9956-9933, 9893-9870, 

sequences sp^cifiques du gene vif2 (codant pour un facteur d'infectiositd de 23 kD) 

MMy20 : TAT GGA GGA GGA AAA GAG ATG GAT AGT 
S, 5424-5450, 5340-5366, 

MMy21 : TAG CAC TTA TTT CCC TTG CTT T 
S, 5754-5775, 5670-5691, 
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MMy21bis : AAA GCA AGG GAA ATA AGT GCT A 
AS, 5775-5754, 5691-5670, 

MMy22 : CCC TTG TTC ATC ATG CCA GTA T 
AS, 6082-6061, 5995-5974, 

sequences specifiques du gene vpx (codant pour une proteine de 12 kO) 

MMy23 : ATG TCA GAT CCC AGG GAG A 
S, 5900-5918, 5813-5831, 

MMy24 : CCT GGA GGG GGA GGA GGA GGA 
AS, 6228-6208, 6141-6121, 

3°) Sequences communes aux genomes des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai. et HIV-1 Eli (les series de chlffres espa- 
cees d'un trait indiquent la position des nucleotides sur les genomes correspondant respectivement aux virus HI V- 
1 Bru, HIV-1 MAI et HIV-1 Eli). 

sequences specifiques du gene env (codant pour les proteines d'enveloppe) 

MMy5 : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 
S, 6905-6930, 6903-6928, 6860-6885 

MMySbis : GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 
AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 

MMy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 
S, 7055-7077, 7053-7075,7010-7032 

MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 
S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 

MMy7bis : AAT TTC TGG GTC CCC TCC TGA GGA T 
AS, 7384-7360,7373-7349,7 330-7306 



MMy8 : GTG CTT CCT GCT GCT CCC AAG AAC CC 
AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 
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MMySbis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 
S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 

MMy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA AGT AG 

A 

8,8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 

MMy9bis : CTA CTT TTT GAG CAC TTG CCA CCC AT 
AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 

MMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 

MMy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 

MMy89bis : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167, 

sequences specifiques du gene nef 1 

MMylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 

MMylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 



MMyll : AAA GTC CCC AGC GGA AAG TCC C 

AS, 9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 

sequences specifiques du g6ne vif 1 

MMyl5 : GAT TAT GGA AAA CAG ATG GCA GGT GAT 
S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 
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MMyl6 : GCA GAC CAA CTA ATT CAT CTG TA 

S, 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 

5 

MMyiebis : TAG AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

10 

MMyl7 : CTT AAG CTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617, 

15 

sequences specifrques du gene vpu 



MMy25 : GTA AGT AGT ACA TGT AAT GCA ACC T 

20 

S, 6081-6105, 6076-6100, 6045-6069, 

MMy26 : AGC AGA AGA CAG TGG CCA TGA GAG 

S, 6240-6263, 6238-6261, 6207-6230, 

MMy27 : ACT ACA GAT CAT CAA TAT CCC AA 

AS, 6343-6321, 6338-6316, 6307-6285, 

[0024] L'invention a 6galement pour objet les sequences (ou amorces) poss6dant une structure nucl6otidique conn- 

pl^mentaire de ceiles des amorces d^finies ct-dessus. 
35 [0025] Elle concerne dgalement les sequences nuclSotidrques prdsentant certaines mutations par rapport k ceiles 

definles cl-dessus sans que les proprletes d'hybridation, telles que definies ci-dessus, de ces sequences soient mo- 

difi^es. Le pourcentage de nucleotides diff6rents de ceux constituant les sequences d^crites ci-dessus, sans pour 

autant affecter les proprletes d'hybridation des sequences de l'invention. peut atteindre 40 %. 

[0026] D'une mani^re g6n6rale, dans le cas d'une amorce (primer) sens (S), un plus grand nombre de mutations 
40 seront tol6r6es du c6t6 5' que du c6t6 3' de I'amorce, le c6t6 3' devant s'hybrlder parfaltement avec un brin d6termin6 

d'une sequence nucleique pour permettre ramplification de cette sequence. Dans le cas d'une amorce anti'Sens(AS), 

la tolerance est permlse du cdtd 3'. 

[0027] L'invention a dgalement pour objet les amorces telles que definles ci-dessus et comportant une conservation 
d'au moins 5 bases de chaque c6t6, la partle m6diane comportant des modifications, sans que les proprietes d'hybri- 

45 dation ci-dessus soient modifi^es. 

[0028] Une des caract6ristiques des amorces ollgonucleotidiques de invention est de donner une bands d'amplifi- 
cation nette, depoun/ue generalement de bandes asp^cifiques lorsque les indications techniques d'utilisation decrites 
dans la pr^sente invention sont mises en oeuvre. Ce fait est du k la longueur des amorces pouvant atteindre 27 bases 
ce qui accroit la sp^ciflclte d'hybridation, ainsi qu'aux conditions d'utilisation drastiques qui permettent d'^llminer les 

50 assoclatbns parasites. La specificity pour chaque type de virus est fonction, outre du pourcentage d'homologie avec 
la matrtce de reference, de la longueur des amorces, qui peuvent atteindre, pour un rendement acceptable, jusqu'^ 
40 bases. 

[0029] L'invention s'^tend ^galement aux amorces telles que decrites ci-dessus liees au niveau de leur extr^mite 5' 
^ un promoteur pour la mise en oeuvre d'une m^thode d'amplification gdnomique par synthase de multiple copies 
55 d'ADN ou d'ARN telle que decrite dans la demande de brevet europeenne 88/307. 1 02.9 du 01/08/1 988. 

[0030] L'invention a notamment pour objet rutilisation des amorces decrites ci-dessus pour la mise en oeuvre d'un 
proc^dd d'amplification gdnique de sequences nucldiques de virus du typo HIV-1 el/ou HIV-2. et/ou SIV, ce proc6d6 
dtant applicable au diagnostic in vitro de I'infection potentlelle d'un Individu par un virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 ou 
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d'un animal par au moins I'un des trois virus (HIV-1, HIV-2, SIV). 

[0031] Cette mdthode de diagnostic in vitro de Tinvention est rdalisee k partir d'un 6chantillon biologique (par exemple 
un fluide biologique tel que le s6runn. les lynnphocytes du sang circulant) obtenu h partir d'un patient k l'6tude, et 
connprend principalement les 6tapes suivantes : 

5 

une Stape d'extraction de I'acide nucl6ique h ddtecter appartenant au genome du virus du type HIV-1 et/ou HIV- 
2 et/ou SIV dventuellement present dans I'echantiilon biologique sus-mentionne, et.le cas echeant, une etape de 
traitement h I'aide d'une transcriptase inverse dudit acide nucl6ique si ce dernier est sous forme d'ARN afin d'obtenir 
un acide nucl6ique double brin (cette dernidre 6tape 6tant encore d6sign6e ci-dessous par 6tape de r6tro-trans- 
10 cription de I'ARN viral), 

un cycle comprenant les etapes suivantes : 

dSnaturation de I'acide nucldique double brin ^ ddtecter , ce qui conduit k la formation d'un acide nucldique 
simple brin, 

IS , hybridation de chacun des brins d'acide nucl6ique, obtenus lors de r6tape de d6natu ration pr6c6dente, avec 

au moins une amorce selon invention, par mise en contact des brins sus-mentionnes avec au moins un couple 
d'amorces selon invention dans les conditions d'hybridation d6finies ci-dessous, 

formation k partir des amorces des ADN compl^mentaires aux brins sur lesquels elies sont hybrid^es en 
presence d'un agent de polymdrlsation (ADN polymerase) et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) dif- 

f6rents, ce qui conduit ^ la formation d'un plus grand nombre d'acides nucieiques double brin a d6tecter quk 
retape de d^naturation precedente, 

ce cycle 6tant r6pet§ un nombre de fois d6termin6 pour obtenir ladite sequence nucl§ique k detector §ventuelle- 
ment pr^sente dans Techantillon biologique dans une proportion suffisante pour permettre sa detection, 
25 . une etape de detection de la presence eventuelle de I'acide nucieique appartenant au genome du virus du type 
HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dans I'echantiilon biologique. 

[0032] L'etape d'hybridation decrite cl-dessus est avantageusement realisee k BO'*C pendant 1 minute 30 secondes 
dans le tampon "10 X buffer" dont la composition (en concentration finale d'utilisation) est indiqu6e ci-dessous. 
$0 [0033] La methode de diagnostic in-vitro de invention peut etre realis6e soit k partir de I'ARN viral, soit a partir de 
I'ADN compiementaire, episomial ou integre. 

[0034] En effet. les g6nomes des virus HIV et SIV se presentent sous forme d'ARN ou d'ADN en fonction de la 
localisation du virus dans I'organisme. 

[0035] Lorsque le virus est situe k I'interieur des cellules de I'organisme, notamment k I'interieur des cellules san- 
35 guines, son ARN est recopie en ADN par une transcriptase inverse. En revanche, le genome des virus du type HIV 
en milieu extracellulaire, notamment dans le sang, demeure sous forme d'ARN. 

[0036] L'etape d'extraction selon invention de I'ADN viral contenu dans les cellules de I'echantiilon biologique pre- 
conrsee par les inventeurs - outre la methode classique au phenol chloroforme - presente les etapes suivantes : 

40 . suspension du culot cellulaire dans 0,5 ml d'eau pyrolisee dans un Potter gros piston, 
broyage des cellules dit par "aller et retour', 
adjonction Triton XI 00 pour 1 concentration finale de 0,1 %, 
denaturation k la chaleur durant 1 5 ^ 25 minutes k 100'*C. 
centrifugation courte pour n'eliminer que les debris cellulaires, 

^ . precipitation de I'ADN durant la nuit k -20*0 par adjonction de 2,5 volumes d'ethanol absolu et de 1 0 % du volume 
final d'acetate de sodium 3 Molaires. L'ADN est ensuite recupere puis resuspendu dans I'eau pyrolysee apres 
avoir ete lave 2 fois par de I'ethanol a 70°. II est k noter que cette methode permet la precipitation conjointe des 
ADN et des ARN. ce qui autorlse la detection du message genomlque des virus de types HIV ou SIV par utilisation 
de la methods dite "PCR directs ADN" ou par celle dite de "PCR-ARN". ^ 

so 

[0037] L'etape d'extraction de I'ARN viral est generalement effectuee de manidre classique connue de I'homme de 
I'Art. 

[0038] Apres extraction de I'ARN, une etape supplementaire de transformation de I'ARN, monobrin en ADN double 
brin est necessaire k effectuer lorsque le diagnostic in vitro de I'invention est realise k partir d'6chantillons biologiques 
55 contenant (es virus du type HIV-1 et/ou HIV-2 et/ou SIV dont les genomes sont sous forme d'ARN. 

[0039] Cette transformation de I'ARN en ADN est realisee par traitement de I'ARN obtenu apres extraction de I'echan- 
tiilon biologique, notamment du serum, dans un milieu approprie k I'aide d'une transcriptase inverse. 
[0040] L'invention a plus particulierement entre autres pour objet une methode de diagnostic in vitro telle que detinie 
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ct-dessus, dans laquelle I'dtape de rdtro-transcription de TARN virai est r^alis^e de la manidre suivante : 

1 0 Jig d'ARN extrait resuspendu dans de I'eau est mis en pr6sence du couple d'annorces k la concentration de 40 
chacun. dans un volume final de 40 ^il. L'ensemble est d6natur6 k 1 00**C durant 10 minutes puis plong6 dans 
s de I'eau g)ac6e, 

Ton rajoute 10 ^1 du melange suivant : 5 nl du tampon "10 X buffer" d6crit ci-dessous + 1 unit6 de reverse-trans- 
criptase (d'AMV (Avian Myeloblastosis Virus) ou de MuMLV (Moloney Leukemia Virus)) + 1 unit6 de Taq-polyme- 
rase + 1 ^1 du melange des 4 dNTP k 25 mM chacun + de I'eau Q.S.P. 10 ^1. Le volume final est done de 50 fJ. 

10 [0041] Cette reaction s'effectue en deux stapes : 

a) 16re 6tape : fabrication de I'ADNc par action de la reverse transcriptase k 42°C durant 1 3 minutes, 

b) 26me etape : amplification g6nique classique: on chauffe k 95*C durant 3 minutes pour ddtruire la reverse- 
transcriptase et permettre I'^tape de d^shybridation/hybridation, puis on d6nnarre le cycle d6crit pr6c6demment 

IS pour I'amplification g^nique. 

[0042] L' invention a plus particuli6rement pour objet une m^thode de diagnostic in-vitro telle que ddcrite ci-dessus, 
dans laquelle i'^tape de d^natu ration est r^alis^e en presence du (ou des) couple(s) d'amorces (ou de primers) de 
I'invention. En effet, comme 11 a 6\6 pr6c\s^ ci-dessus, une des caract^ristiques des oligonucleotides (ou primers), de 
20 I'invention est de donner une iDande d'ampiification nette, depourvue gen^ralemenl de bandes asp^cifiques, iorsqu'ils 
sont utilises dans les conditions qui suivent : 

- hybridation : les primers (1^1 d'une solution a 40 iimolaire (40 ^M) de chaque primer) sont mis en presence de 
TADN-matrice (1 00 ^ 300 ng) pour la premiere etape de denaturation-reassociation ; on chauffe, durant 1 0 minutes 

25 ^ 1 0O^C puis on plonge les tubes contenant ce melange d'ADN-matrice et de primers dans de I'eau contenant de 

la glace afin d'augmenter le taux de r^association ADN-matrice/primers. Les primers doivent dtre uttlisds k une 
concentration finale dans t'dtape d'ampiification qui suit de 0,6 fxM chaque. 
■ amplification : on ajoute au milieu pr6c6dent les 4 A dNTP chacun 6tant utilise k 0,5 jimolaire en solution finale 
(50 M-l), et une unit6 de Taq-polym6rase pour un milieu r6actionnel de 50 m-I ; cette 6tape est r6alis6e dans un 

30 tampon d'ampiification de la presente invention, g6neralement design^ sous le nom de "10 X buffer" dont la com- 

position (lorsqu'il est dilu6 au 1/10*) est la suivante : Tris-HCI, pH 8,9 : 50 mM ; (NH4)2 SO4 : 15 mM ; MgCI2 : 5 
mM ; p-mercapto-ethanol : 10 mM ; gelatine : 0,25 mg/ml. On additionne 5 p.1 de ce tampon et de I'eau q.s.p. 50 
fil au milieu prdcddent. 

3S [0043] Les cycles d'ampiification sont realises de la manidre suivante : 30 ^ 40 cycles composes de : 

94" C durant 10 secondes (d6naturation), 
. 60°C durant 1 minute 30 (hybridation), 
78^*0 durant 1 minute 30 (elongation). 

40 

[0044] Le tout sera suivi par un cycle unique a 78"C durant 15 minutes. 

[0045] La precision des temperatures indiquees k ± 0,yc pr^s, ainsi que leur stability durant les diff^rents cycles, 
representent des conditions essentielles pour I'obtention des rendements maximum ainsi que I'absence de bandes 

asp^cifiques. 

45 [0046] La concentration optimale d'ADN est de 1 00 ^ 300 ng pour de I'ADN g^nomique extrait de cellules (de patients 
ou en culture, de mammifdres ou autres). 

[0047] II va de soi que les conditions qui pr6c6dent representent des conditions optimales pour un milieu reactionnel 
final de 50 ]il, et que ces conditions peuvent 6tre modifi^es en fonction du volume final du milieu reactionnel. 
[0048] L'utilisation de plusieurs couples d'amorces diffdrents (ou coktails de couples) de I'invention permet soit la 
50 detection croisee de plusieurs types de virus du type HIV et/ou SIV, soit la detection simultanee de plusieurs genes 
d'un mSme virus du type HIV et/ou SIV 

[0049] A titre d'exemple de couples d'amorces preferes utilisables dans le cadre de la presente invention, on peut 
citer les couples d'amorces suivants : 

ss - MMy1-MMy4, MMy2-MMy4. MMy1-MMy3, MMy18-MMy19, MMy4bis-MMy28bis, MMy28-MMy29bis, 
MMy29-MMy30bis, MMy31-MMy32bis, notamment pour le diagnostic in vitro de I'infection d'un individu par HIV- 
1 et/ou HIV-2 

- MMy5-MMy8, MMy6-MMy8, MMy7-MMy8, MMy5-MMy7bis, MMy6-MMy7bis, MMy9-MMy11, MMylO-Myll, 
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MMy9-MMy10bis, MMy26-MMy5bjs, MMyBbis-MMyQbis. MMy8bis-MMy89. MMyB9bis-MMy9bis. MMy15-MMy17. 
MMy15-MMy16bis, MMy16-MMy17, MMy25-MMy27, MMy26-MMy27, notamment pour le diagnostic in vitro de 
I'infection d'un individu par HIV-1 , 
• MMy20-MMy22. MMy20-MMy2lbis. MMy21-MMy22. MMy23-MMy24, MMy12-MMy14. MMy12-MMy13bis. pourle 
diagnostic in vitro de rinfectlon d'un individu par HiV-2. 

[0050] L'agent de polymerisation utilise dans I'dtape d'elongation du cycle est une ADN polymerase thermostable, 
notamment la Taq polymerase, ramplifiose de lafirme Appllg^ne ou toute ADN-polym6rasethenTi08table pouvant 6tre 

commerciallsee. 

[0051] D'une mani^re generale, le cycle de la methode de diagnostic In vitro de I'invention est rdpetd entre 30 et 40 

fois. 

[00S2] La metliode de diagnostic in vitro de I'invention permet 6galement, en fonction des couples d'amorces nu- 
cieotidiques utilises, de detector seiectivement les genes des virus du type HIV et/ou StV presents dans I'echantillon 
biologique. 

[0053] Les couples d'amorces utilisables, ^ titre d'exemples. pour la methode de diagnostic gene par gene sus- 
mentionnee de I'invention, sont les suivants : 

MMy1 -MMy4, MMy2-MMy4, MMy1 -MMy3, MMy4bis-MMy28bis pour le gdne gag, 
MMyl 8-MMy1 9 pour le gene vpr, 

- MMy5-MMy8, MMy6-MMy8, MMy7-MMy8, MMy5-MMy7bis. MMy6-MMy7b1s. MMy26-WMy5bis, MMySbis- 
MMyQbis, MMy8bis-MMy89, MMy69bis-MMy9bis pour le gene env, 

- MMy9-MMy11, MMy9-MMyl0bis, MMy10-MMy11 pour le gene nefl, 

- MMy15-MMy17, MMy15-MMy16bis, MMy16-MMy17, pour le g6ne vlf1, 

- MMy20-MMy22. MMy20-MMy21 bis, MMy21 -MMy22 pour vlf 2, 
MMy23-MMy24 pour vpx, 

- MMy12-MMy14. MMy12-MMy13bis, MMyl 3-MMy 14 pour nef2, 

- MMy25-MMy27, MMY26-MMy27 pour le gene vpu, 

- MMy26-MMy29bis, MMy29-MMy30bis, MMy30-MMy31bis, 1-MMy32bis pour le gene pol. 

[0054] Toutefois, les comblnaisons entre primers "S" et "AS" decrites cl<lessus ne sont pas limitatives et peuvent 
etre variees selon le desir de rutilisateun 

[0055] Les tailles des fragments nucleotidiques synthetises a I'aide des couples d'amorces susmentionnes k titre 
d'exemples, sont indiquees sur les tableaux I a XI suivants : 

(les chiffres indiques dans les tableaux ci-dessous representent le nombre de nucleotides des fragments synthetises, 
et les 'tirets" indiquent que les couples d'amorces testes ne pemnettent pas de caracteriser les souches virales cor- 
respondantes). 



Tableau I 





gag 


gag 




MMy1-MMy3 


MMy1-MMy4 


MMy2-MMy4 | MMy4bis-MMy28bis 


HIV1-BRU 


265 


750 




532 j 


671 


HIV1-MAL 


282 


785 




556 1 


671 


HIV1-ELI 


265 


750 




538 1 


674 


HIV2-ROD 


354 


845 




544 j 


663 


SIV 


343 


844 




544 1 


668 


Tableau II 




j env 


env 




1 MMy5-MMy7bls j MMy5-MMy8 


MMy6.MMy7bis 


MMy6-MMy8 


HIV1-BRU 


480 


1 953 




330 


803 


HIV1-MAL 


471 


1 944 




321 


794 
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Tableau II (suite) 





env i env 1 


MMy5-MMy7bis 


MMy5-MMyB \ MMy6-MMy7bis 


MMy6-MMy8 j 


HIV1-ELI 


471 


941 1 321 


791 i 


HIV2-R0D 






i 


SIV 
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Tableau III 







env 


env 


IS 




MMy7-MMy8 


MMy26-MMy5bis 


MMy8bis-MMy9bis 


HIV1-BRU 


498 


691 


1038 




HIV1-MAL 


498 


691 


1041 




HIVVELI 


495 


679 


1038 


20 


UI\/O.DOO 










SIV 









25 



30 



35 



Tableau IV 





env 


env 


MMy8bis-MMy89 


MMy89bis-MMy9bis 


HIV1-BRU 


411 


646 


HIV1-MAL 


411 


649 


HIV1-ELI 


411 


646 


HIV2-ROD 






SIV 







Tableau V 



40 



45 



so 



55 





netl 


nefl 


MMyg-MMylObis 


MMy9-MMy11: 


MMy10-MMy11 


HI VI -BRU 


293 


660 


388 


H1V1-MAL 


302 


660 


388 


HIV1-ELI 


296 


663 


388 


HIV2-ROD 








SIV 








Tableau VI 




nef2 


1 nef2 


MMy12-MMy13bis 


MMy12-MMy14 


1 MMy13-MMy14 j 


HIV1-BRU 






1 : 1 


HIV1-MAL 






j ^ 
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Tableau VI (suite) 





nef2 


nef2 


MMy12-MMy13bis 


MMy12-MMy14 


MMy13-MMy14 | 


HI VI -ELI 








HIV2-R0D 


400 


792 


416 


SIV 


400 


755 


378 



Tableau VII 



1 




vlfl 






vifl 


--- j 


MMy15-MMy16bis j 


MMy15-MMy17 j 


MMyl6-MMy17 


HIV1-BRU 1 


333 


1 


603 


I 


293 


HIVMS/IAL i 


333 


r 

1 


603 


i 


293 


HIV1-EU j 


333 


: 


603 




293 


HIV2-ROD 1 - ! - ! - 
1- J i-- i A 


SIV 1 - 1 - j - 



Tableau VIII 





vpr 


1 vif2 






MMy18-MMy19: 


1 MMy20-MMy21bls j 


MMy20-MMy22 


HIV1-BRU 


281 


1 - I 




HIV1-MAL 


281 j - i - 


HIV1-ELI 


281 i - 1 - 


HIV2-ROD 


319 


1 352 1 
h l- 


659 


SIV 


308 


1 352 1 


656 



Tableau IX 



i vrf2 vpx I 

i MMy21-MMy22 : MMy23-MMy24 j 

HIV1-BRU I - - I 

HIV1-MAL I - 

HIV1-ELI 1 

HIV2-ROD 1 329 *" 329 

SIV i 326 329 , 

i J 



Tableau X 





vpu j pol 


MMy25-MMy27 [ MMy26-MMy27 | MMy28-MMy29bis 


HIV1-BRU 


263 j 104 


623 


H1V1-MAL 


263 1 101 


584 



-I 
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Tableaux (suite) 



5 





vpu 1 pol i 


MMy25-MMy27 


MMy26-MMy27 j MMy28-MMy29bis | 


HI VI -ELI 


263 


101 j 584 i 


HIV2-ROD 




1 666 j 


SIV 


- 


[ 712 1 
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Tableau XI 



I pol 


pol 


J MMy29-MMy30bis 


MMy30-MMy31bis 


MMy31-MMy32bis 


HIV1-BRU j 742 


869 


826 


HIV1-MAL j 742 


869 


826 


HI VI -ELI j 742 


869 


826 


H!y2-ROD 1 742 


866 


826 


SIV 1 742 


866 


826 



[0056] II est a noter que grace a leur disposition sur le genome, les primers servant a rampliflcation peuvent etre 
2s combines de telle fapon qu'ils peuvent 6tre utilises comme sonde, soit apr6s marquage au par kination, soit pour 
Tutilisation dans la technique des sondes froide's pour verifier la specificite de la bande d'amplification observee lors 
d'une analyse par "Southern transfert". En plus de la combinaison classique des amorces pour qu'un troisieme oligo- 
nucleotide pulsse sen/ir de sonde interne sp6cifique, il est h noter le cas particulier des gfenes viflA/pr et vif2/vpx dO 
au chevauchement de ces g^nes, ce qui pemnet une detection crolsee. En outre, lors d'une analyse par sequ engage 
30 c^e I'ADN amplifid. ces oligonucleotides peuvent dtre utilises comme amorce spdcifique pour la DNA-potymdrase per- 
mettant un double sSquengage dans chaque sens, done une double lecture des sequences, levant ainsi des ambiguitSs 
6ventuelles ^interpretation. 

[0057] L' invention a egalement pour objet les amorces, telles que definies ci-dessus, marquees, notamment de ma- 
nidre radioactive ou enzymatique, ainsi que leur utilisation en tant que sondes nucl^otidiques, notamment dans le 

35 cadre de la methode de diagnostic in vitro telle que decrite ci-dessus. 

[0058] L'Invention a Egalement pour objet des oligonucleotides tels que decrits ci-dessus et comportant des sucres 
en conformation a. De tels oligonucleotides prdsentent la caractdristique d'inverser le sens de la double heiice form^e 
avec la matrice (brin du genome du virus), cette double helice passant ainsi de I'etat "S" a I'etat "AS". 
[0059] L'invention concerne aussi les oligonucleotides decrits ci<lessus dont certains nucleotides sont methyles et/ 

40 ou comportent un ou plusieurs atomes de soufre notamment sur les adenines. De tels oligonucleotides presentent la 
caracteristique d'augmenter la stabilite de la double helice, et par consequent de mieux s'hybrider avec le brin d'ADN 
^ amplifier. 

[0060] L'invention concerne egalement les oligonucleotides tels que decrits ci-dessus et se presentant sous la forme 
dite "de bases modifiees' comportant des nucleotides sur lesquels sont greffes de fagon covalente des agents chro- 

4S mophores (molecules aromatiques planes telles que I'acrldine orange), notamment selon la methode decrite dans 
I'artlcle de C. Heiene paru dans "la Vie des Sciences", compte-rendus, serie generale, tome 4. n^l, p. 17-37. De tels 
oligonucleotides presentent la caracteristique d'etre facllement detectables, notamment par fluorescence. 
[0061] Les oligonucleotides de l'invention sont egalement utilisables pour la mise en oeuvre d'une methode de dia- 
gnostic in vitro de I'infection de singes (macaque, singe de mangabeys ou singe vert) par te virus du type SIV, cette 

so methode reprenant les principales caracteristiques de celie decrite ci-dessus. 

[0062] L'invention a egalement pour objet des kits de diagnostic pour la mise en oeuvre des methodes de diagnostic 
in vitro sus-mentionnees. A litre d'exemple, un kit de diagnostic de la presente invention comprend : 

au moins un couple d'amorces oligonucieotidiques selon ('invention, chaque couple comprenant une amorce s'hy- 
55 bridant a I'un des brins de (a sequence d'acide nucleique a detecter, et une amorce s'hybridant avec le brin com- 

piementaire de ce dernier dans les conditions definies ci-dessus, 

des reactifs appropries k la mise en oeuvre du cycle d'operations d'amplification, notamment de I'ADN polymerase, 
et quatre nucleotides triphosphate differents, et le milieu reactlonnel denomme "10 X buffer" decrit ci-dessus. 
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une (ou plusieurs) sonde pouvant etre marquee, notamment par radioactlvite ou par la technique des sondes 
froides. capable de s'hybrider speclfiquement avec la (ou les) s6quence(s) d'acides nucldiques amplifi6e(s) k 
ddtecter. 

s [0063] L'inventlon concerne aussi rutilisation des amorces de rinventbn Indlqudes cl-dessus pour la mise en oeuvre 
d'un proc^d^ de synthase de protdines cod^es par les sequences nucldotidiques annplifides k I'aide de ces amorces. 
[0064] A titre illustratif, ce procede de synthese de protdines comprend I'ampiifrcation de sequences nucl^otidiques 
des genomes des virus du type HI V ou SI V (codant pour une prot6ine d6termin6e et ayant subi, le cas 6chant, certatnes 
modifications de leurs nucleotides) par mise en contact desdites sequences avec au moins un couple d'amorces selon 

10 rinvention dans les conditions decrites ci-dessus, suivie de la traduction de ces sequences ainsi amplifiees en 
protdines ; cette dernldre dtape est realisee notamment par transformation de cellules hotes appropi^es k I'aide de 
vecteurs contenant lesdites sequences amplifiees, et rdcup^ration des prot6ines produites dans ces cellules h6tes. 
[0065] L'inventlon conceme dgalement les polypeptides issus de ia traduction des sequences (ou amorces) nucldo- 
tidiques de rinvention. 

IS [0066] L'invention a 6galement pour objet Tutillsation des amorces oligonucl6otidiques anti-sens en tant qu'agents 
antiviraux en general, notamment dans la lutte contre le SI DA, ainsi que des compositions pharmaceutiques contenant 
ces amorces anti-sens en association avec un v6hicule pharmaceutiquement acceptable. 

[0067] L'invention concerne 6galement les compositions immunog6nes comprenant un ou plusieurs produits de tra- 
duction des sequences nucldotidlques selon l'invention, et/ou un ou plusieurs produits de traduction des sequences 
20 nucldotidlques amplifiees selon les proc6di3s d@cr1ts cl-diessus a panir des amorces d6finies selon i'inveniion, ces 
produits de traduction etant associds k un v^hk^ule pharmaceutiquement acceptable. 

[0068] L'invention concerne les anticorps dirig6s contre I'un ou plusieurs des produits de traduction decrits ci-dessus 
(ou en d'autres termes, susceptibles de former une reaction immunologlque avec un ou plusieurs produits de traduction 
des sequences nucl6otidiques selon l'invention, ou encore un ou plusieurs produits de traduction des sequences nu- 

25 cl6otidiques amplifi6es k partir des amorces d6finies selon l'invention) et leur utilisation pour la mise en oeuvre de 
m6thodes de diagnostic in vitro de {'infection d'un indlvidu par uh virus du type HIV-1 et/ou HI V-2, ou d'un animal par 
au moins I'un des trois virus (HIV-1 , HIV-2, SIV) selon les proc6d6s connus de I'homme de I'Art. 
[0069] A tItre illustratif, une telle m^thode de diagnostic in vitro selon invention comprend la mise en contact d'un 
6chantillon biologlque (notamment de s6rum) pr6lev6 chez un patient k retude, avec des anticorps selon rinvention, 

30 et la detection a I'aide de tout procede approprie (notamment k I'aide d'anti-immunoglobulines marquees) des com- 
plexes immunologiques formes entre les antig6nes des virus dutype HIVou SIV6ventuellement presents dans I'^chan- 
tillon biologique et lesdits anticorps. 

[0070] L'invention a egalement pour objet des kits de diagnostic in vitro comprenant des anticorps selon l'invention 
et, le cas 6ch6ant, des r6actifs appropri§s k la mise en Evidence de la reaction immunologlque form6e entre lesdits 

35 anticorps et les antig^nes des vinjs HIV ou SIV 

[0071] L'invention vise egalement un procede de preparation des polypeptides mentionnes ci-dessus, notamment 
ceux correspondant selon le code g6netique universel aux sequences (ou amorces) ncul6otidiques decrites ci-dessus, 
ce procede etant caracterise en ce que, partant de preference de I'aminoacide C-terminal, Ton condense successive- 
ment deux k deux les aminoacyles successifs dans I'ordre requis, ou des aminoacyles et des fragments pr6alablement 

40 form6s et contenant d6j^ plusieurs r6sidus aminoacyles dans I'ordre approprie, ou encore plusieurs fragments pr6a- 
lablement ainsi prepares, etant entendu que Ton aura eu soin de proteger au prealable toutes les fonctions reactives 
portdes par ces aminoacyles ou fragment k I'exception des fonctions amine de I'un et carboxyle de I'autre ou vice- 
versa, qui doivent normalement intervenir dans la formation des liaisons peptidiques, notamment apres activation de 
la fonction carboxyle, selon les methodes connues dans la synthese des peptides et ainsi de suite, de proche en 

4S proche, jusqu'^ I'acide amine N-terminal. 

[0072] Par exemple, on aura recours k la technique de synthese peptidique en solution homogene decrit par Houben 
Weyl dans "Methods der organischen Chemie" (Methode de la Chimie organique) edite par E. Wunsch, vol. 15-1 et II, 
THIEME, Stuttgart 1974, ou k celle de synthase peptidique en phase solide d6crite par R.D. Merrifield dans "Solid 
phase peptide synthesis' (J. Am. Chem. Soc., 45, 2149-2154). 

so [0073] L'invention conceme egalement un procede de preparation des sequences (ou amorces) nucieotldiques de- 
crites ci-dessus. ce procede comprenant les etapes suivantes : 

incubation de I'ADN genomique, isole k partir d'un des virus du type HIV ou SIV sus-mentionnes, avec de I'ADNase 
I . puis addition d'EDTA et purification par extraction au melange phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25/24/ 1 ) 
55 puis par I'ether, 

- traitement de I'ADN ainsi extrait par de t 'Eco R1 methylase en presence de DTT, et purification par extraction telle 
que decrite ci-dessus, 

incubation de I'ADN ainsi purifie avec les 4 d6soxynucieotides triphosphates dATP, dCTP, dGTP, et dTTP en pre- 
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sence de T4 ADN polymerase et d'ADN ligase de E. coll . puis purification sefon la methode d^crite ci-dessus, 
le clonage des acides nucldiques ainsi obtenus dans un vecteur approprid et la recuperation de Tacide nucl^ique 
recherche k I'aide d'une sonde appropri6e. 

5 [0074] Un procdde de preparation particulierement avantageux des sequences nucieotidiques de I'inventlon com- 
prend les etapes suivantes : 

la synthase d'ADN en utllisant la methode automatisee des p-cyanethyl phosphoramidite decrlte dans Bloorganic 

Chemistry 4; 274-325 (1986). 

10 - le clonage des acides nucleiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucieique 
par hybridation avec une sonde appropriee. 

[0075] Un autre procede de preparation des sequences nucieotidiques de I'invention comprend les etapes suivantes : 

'5 . I'assemblage d'oligonucieotides synthetis^s chimiquement, poun^us k leurs extremites de sites de restriction dif- 
ferents, dont les sequences sont compatibles avec Tenchatnement en acides amines du polypeptide naturel selon 
le principe d6crit dans Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80; 7461-7465, (1983), 

le clonage des acides nucieiques ainsi obtenus dans un vecteur approprie et la recuperation de I'acide nucieique 
recherche par hybridation avec une sonde appropriee. 

Revendications 

1. Oligonucleotide utilisable en tant qu'amorce pour Tamplification de sequences d'acide nucieique, caracterise en 
26 ce que sa sequence est choisle parmi les sequences conserv6es et specifiques des genes net 1 . vlf 1 des virus 

HIV-1 Bru, HIV-1 Mai. et HIV-I Eli, ou parmi les sequences compiementaires de ces dernidres. 

2. Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il contlent une sequence conservee et specif ique 

d'un g6ne choisi parmi les genes nefl , yifl des virus HIV-1 Bru, ou HIV-1 Mai, ou HIV-1 Eli et des nucleotides 
30 supplementaires, ou contient une sequence nucleotidique complementaire de I'une de ces derni^res sequences, 

etant entendu que les nucleotides supplementaires 6ventuels qui "debordenf la sequence nucleotidique conser- 
vee specifique du gene en question, du cote des extremites 3' ou 5', coincident de preference avec ceux qui se 
trouvent places en deg^ des extremites 3' ou 5' correspondant au sein meme de la sequence complete des gdnes 
des virus du type HIV-1 susmentionnes. 

35 

3. Oligonucleotide caracterise en ce que sa sequence est modifiee par rapport k la sequence nucleotidique d'un 
oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2, et en ce qu'elle s'hybride, k une temperature de 60°C ± 1 °C susdites. 
avec ledit oligonucleotide selon la revendication 1 ou 2. 

40 4. Oligonucleotide utilisable pour I'amplification de sequences d'acide nucieique, caracterise en ce que sa sequence 
est issue du gene env des virus HIV-1 Bru, HIV-1 Mai et HIV-Eli, et en ce qu'elle repond a I'un des enchainements 
nucieotidiques suivants : 

MMy5 : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 
S, 6905-693 0, 6903-6928, 6860-6885 

so MMySbis : GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 

AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 

55 MMy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 

5,7 055-7077 ,7053-7075,7010-7032 
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MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 

S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 

MMy7bis : AAT TTC TGG GTC CCC TCC TGA GGA T 

AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 

MMyS : GTG CTT CCT GCT GCT CCC AAG AAC CC 
AS, 7857-7832,784 6-7821,7800-7775 

MMy8bis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 
S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 

MMy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA AGT AG 

A 

5,8844-8869, 8836-8861, 8787-8812, 

MMy9bis : CTA CTT TTT GAC CAC TTG CCA CCC AT 
AS, 8869-8844, 8861-8836, 8812-8787, 

MMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTG G 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 

MMyS 9 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 

MMy89bis : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213, 8185-8167. 

Oligonucl6otide caractdrisd en ce que sa sequence hybride, k une temperature de 60°C ± 1*^0 avec une sequence 
selon la revendication 4. 

Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracterisd en ce que sa sequence est issue du g6nenef1 des virus HIV- 
1 Bru, HIV-1 Mai et HIV- Eli, repondant k Tun des enchatnements nucleotidiques suivants : 

MMylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 
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MMylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 

MMyll : AAA GTC CCC AGC GGA AAG TCC C 

AS, 9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 

Oligonucleotide selon la revendication 1 , caracterisd en ce que sa sequence est issue du gdne vif J, des virus HIV- 
1 Bru, HIV-1 Mai et HIV-Eli, r^pondant k Tun des enchatnements suivants : 

MMylS : GAT TAT GGA AAA CAG ATG GCA GGT GAT 

S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 

MHyl6 : GCA GAC GAA CTA ATT G^.T CTG TA 

S, 5383-5405, 5378-5400, 5347-5369, 

MMyl6bis : TAG AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

MMyl7 : CTT AAG CTC GTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617. 

Couple d'amorces caract6ris6 en ce qu'll comprend des oligonucleotides selon I'une quelconque des revendlca- 
tions 1 k 7 associds selon I'une des possibllit6s sulvantes : MMy7-MMy8, ou MMy9-MMy10bis, ou MMy15-MMy1 7, 
ou MMy8bls-MMy89 ou MMy89bis-MMy9bis. 

Precede d'amplification genique de sequences nucl6iques de virus du type HIV-1 realise a partir d'un echantlllon 
biologique, ce precede comprenant prlnclpalemenl las Stapes suivantes : 

une etape d'extraction de I'acide nucieique a detecter appartenant au genome du virus du type HIV-1 dven- 
tuellement present dans Techantillon biologique susHmentronnd. et, le cas echdant, une etape de traitement 
a Tatde d'une transcriptase Inverse dudit acide nucieique si ce dernier est sous forme d'ARN, 
un cycle comprenant les etapes suivantes : 

d6naturation de I'acide nucieique double brin k detecter. ce qui conduit h la formation d'un acide nucieique 
simple brin, 

hybridation de chacun des brins d'acide nucieique, obtenus lors de i'etape de denatu ration precedente,' 
avec au moins un oligonucleotide utilise comme amorce, selon I'une des revendications 1 k 8, par mise 
en contact des brins sus-mentionn6s avec au moins un couple d'amorces susmentionnees, 
formation k partir des amorces des ADN compiementaires aux brins sur lesquels elles sont hybridees en 
presence d'une ADN polymerase et de quatre nucleosides triphosphate (dNTP) differents, ce qui coriduit 
k la formation d'un plus grand nombre d'acides nucieiques double brin a detecter qu'^ I'etape de denatu- 
ration precedente, 

ce cycle etant repete un nombre de fois determine pour obtenir ladite sequence nucieique k detecter even- 
tuellement pr6sente dans rechantillon biologique dans une proportion sutfisante pour permettre sa detection, 
une etape de detection de la presence eventuelle de I'acide nucieique appartenant au genome du virus du 
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type HIV-1 dans r^chantillon biologique. 

10. ProcM6 selon la revendication 9, caract^ris^ en ce que i'dtape d'extraction de I'ADN viral comprend les stapes 
suivantes : 

5 

suspension du culot cellulaire dans 0.5 ml d'eau pyrolisde dans un Potter gros piston, 
broyage des cellules dit par 'aller et retour", 
adjonction de Triton X100 pour 1 concentration finale de 0.1 %, 
d6naturation h la chaleur durant 1 5 ^ 25 minutes ^ 1 00'*C, 
fO . centrifugation courte pour n'^liminer que les debris cellulaires, 

precipitation de I'ADN durant la nuit k -20"C par adjonction de 2,5 volunnes d'ethanol absolu et de 10 % du 
volume final d'acdtate de sodium 3 Molaires. 

11. Proc6d6 selon la revendication 9, caract6rls6 en ce que I'dtape de r6tro-transcription de I'ARN viral comprend les 
IS 6tapes suivantes : 

10 iig d'ARN extrait resuspendu dans de I'eau est mis en presence du couple d'amorces k la concentration 
de 0,8 [iM chacun, dans un volume final de 40 ^il, I'ensemble est d6natur6 ^ 100'C durant 10 minutes puis 
plongd dans de I'eau glac^e, 
- Ton rajoute 10 nl du m6lange suivant : 5 ^il du tampon "10 X buffer' (comprenant iorsqu'ii est diiue au 1/10- : 
Tis-HCI, pH = 8.9 : 50mM ; (NH4)2 SO4 ; 1 5 mM ; MgCl2 ; 5 mM ; p-mercapto-ethanol : 10 mM ; g6latine : 0.25 
mg/ml) + 1 unite de reverse-transcriptase + 1 unite de Taq-polymerase + 1 |il du melange des 4 dNTP a 25 
mM chacun + de I'eau Q.S.P. 10 [x\, la fabrication de I'ADNc se fait par action de la reverse transcriptase ^ 
42**C durant 13 minutes, puis on chauffe k 95^C durant 3 minutes pour ddtruire la reverse-transcriptase. 

25 

12. Proc6d6 selon I'une des revendications 9 ^ 11, caract6ris6 en ce que I'^lape de d6naturation est r6alis6e en 
presence du (ou des) couple(s) d'amorces selon I'une quelconque des revendications 1^8. 

13. ProcSdd selon la revendication 12, caract6ris6 en ce qu'il est realise dans les conditions suivantes : 

30 

pour r6tape d'hybridation, les amorces (1 )il d'une solution k 40 }imolaire de chaque amorce) sont mises en 
presence de I'ADN-matrice (100 a 300 ng) pour la premiere etape de denaturation-reassociation, puis on 
chauffe. durant 1 0 minutes a 1 0O^C puis on plonge les tubes contenant ce melange d'ADN-matrice et d'amor- 
ces dans de I'eau contenant de la glace, les amorces 6tant utilis6es k une concentration finale dans I'^tape 
35 d'amplification qui suit de 0,8 chaque ; 

pour I'dtape d'amplification, on ajoute au milieu precedent les 4 dNTP chacun etant utilise a 0,5 p.molaire en 
solution finale (50 iil), et une unit6 de Taq-polym6rase pour un milieu r6actionnel de 50 jil ; cette 6tape 6tant 
realisee dans le tampon d'amplification d^signe sous le nom de "10 X buffer" dont la composition est indiqude 
dans la revendication 1 1 . 

40 

14. Application du procede selon I'une quelconque des revendications 9 a 13 au diagnostic in vitro de I'infection d'un 
individu par un virus du type HIV-I ou d'un animal par un virus du type HIV-1 . 

15. Proc6dd d'expression de protdines coddes par les sequences nucl^otidiques du virus du type HIV-1 amplifiables 
^ au moyen des oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1^8 comprenant les stapes de 

mise en contact d'au moins un couple d'oligonucleotides specifiques d'un gene choisi parmi les g6nes env, 
nefl . vifl d'un retrovirus de type HIV-1 , ces oligonucleotides repondant k des sequences selon I'une quelcon- 
que des revendications 1 a 8, avec des sequences nucieotidiques issues du genome d'un virus de type HIV- 
^ 1 . dans des conditions permettant I'hybridation de ces sequences avec les oligonucleotides. 

amplification des sequences nucieotidiques contenues dans des genes env. nefl. vifl . de retrovirus de type 
HIV-1, k partir des susdits oligonucleotides selon le procede de I'une quelconque des revendications 9 13. 
recuperation et traduction des sequences ainsi amplifiees pour obtenir de sequences de proteines. 

55 1 6. Compositions immunogenes comprenant un (ou plusieurs) produit(s) de traduction des oligonucleotides repondant 
aux sequences nucieiques sebn i'une quelconque des revendications 1 k 8, et/ou un (ou plusieurs) produit(s) de 
traduction des sequences nucieotidiques contenues dans Tun des genes env. nefl . ou vifl de retrovirus du type 
HIV-1 amplifiees par le procede selon Tune des revendications 9^13, apres hybridation avec un couple d'oligo- 
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nucleotides choisis parmi les oligonucleotides selon Tune quelconque des revendications 1 ^ 8, specifiques d'un 
gene d'un virus du type HIV-I choisi parnni les genes env, nefl ou vifi et/ou un (ou plusieurs) produit(s) d'expression 
obtenus par le procddd seion la revendlcation 15. 

s 17. Kit pour la mise en oeuvre d'une mdthode selon i'une des revendications 9^13 comprenant : 

au moins un couple d'amorces oligonucldotidiques selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 8, 
des r6actlfs appropri^s ^ la mIse en oeuvre du cycle d'op6rations d'amplification, notamment de I'ADN poly- 
merase, et quatre nucleotides triphosphate differents. 
fO - le tampon '1 0 X buffer" tel que decrit dans la revendlcation 1 1 , 

une (ou plusieurs) sonde(s), pouvant etre marquee(s), capable(s) de s'hybrider avec la (ou les) sequence(s) 
d'acide nucieique amptifiee(s) k detecter. 

18. Composition pour le traitement de maladies virales. notamment du SI DA, comprenant au moins une sequences 
'5 nucieotldique antl-sens selon I'une des revendications 1 & 8 en association avec un v6hicule pharmaceutlquement 

acceptable. 

19. Anticorps susceptibles de former une reaction immunologique avec les produits de traduction des oligonucleotides 
repondant aux sequences nucieiques selon I'une des revendications 1^8, et/ou un (ou plusieurs) prodult(s) de 

20 traduction des sequences nucieotidlques contenues dans I'un des genes env. nef1 ou yifl de virus du type Hi v-i 
amplifiees par la methode selon I'une quelconque des revendications 9^13 apres hybridation avec un quelconque 
oligonucleotide choisi parmi les oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, specifiques d'un 
gene d'un virus du type HlV-1 choisi parmi les genes env. nef1 ou vifi et/ou un (ou plusieurs produit(s) d'expression 
obtenu(8) par le procede seion la revendlcation 15. 

25 

20. Methode de diagnostic in vitro de I'infection d'un individu ou d'un animal par un virus du type HIV-1 comprenant 
ia mise en contact d'un echantlllon biologique (notamment de serum) preieve chez un patient k retude, avec des 
anticorps selon la revendlcation 19, et la detection des complexes Immunologiques formes entre les antigenes 
des virus du type HIV-1 eventuellement presents dans rechantillon biologique et lesdits anticorps. 

30 

21. Kit pour la mise en oeuvre d'une methode selon la revendlcation 20, comprenant des anticorps selon la revendl- 
cation 1 9 et, le cas echeant, des reactifs appropries pour la mise en evidence de la reaction immunologique formee 
entre lesdits anticorps et les antigenes des virus HIV-1 . 

35 22. Solution tampon ("10 x buffer") utilisable dans un procede d'amplification de sequences d'acide nucieique au 
moyen d'oligonucleotides selon I'une quelconque des revendications 1^8. caracterise en ce qu'il comprend, 
lorsqu'll est dilue en 1/10eme : 

- Tris - Hcl. pH 8.9 ; 50 mM, 
40 - (NH4)2S04; 15mM, 

- MgClg ; 5 mM 
p-mercapto-ethanol ; 10 mM 
gelatine ; 0,25 mg/ml. 

45 

Patentanspruche 

1 . Oligonucleotid, verwendbar als Starter (Aktivator) zur Amplifikation von Nucleinsauresequenzen. dadurch gekenn- 
zeichnet, da8 seine Sequenz unter den konsen^ierten, spezifischen Sequenzen der Gene nefl , vif1 der Viren HIV- 

so 1 Bru, HIV-1 Mai und HIV-1 Eli ausgewahit wird Oder unter den komplementaren Sequenzen dieser letzteren. 

2. Oligonucleotid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es eine konservierte und spezifische Sequenz 
eines Gens, das unter den Genen nefl, vifi der Viren HI V-1 Bru oder HIV-1 Mai oder HIV-1 Eli und den erganzenden 
Nucleotiden ausgewahit ist, oder eine komplementare Nucleotidsequenz einer dieser letzteren Sequenzen enthalt, 

55 wobei festgelegt ist, daB die moglichen erganzenden Nucleotide, welche an der konsen/ierten, spezifischen Nu- 

cleotidsequenz des fraglichen Gens an der 3'- oder 5'-Endung 'Oberstehen', vorzugsweise mit jenen zusammen- 
fallen, welche sich diesseits der 3'- oder 5'-Endungen angeordnet finden, welche dem Inneren selbst der vollstan- 
digen Sequenz der Gene der viren vom oben enA^ahnten HIV-Typ entsprechen. 
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Oligonucleotid, dadurch gekennzeichnet, daR seine Sequenz bezogen auf die Nucleotidsequenz eines Oligonu- 
cleotides nach Anspruch 1 oder 2 modifiziert ist und dadurch, daB es bei einer oben erwahnten Temperatur von 
60*C ± 1'C mit dem Oligonucleotid gema3 Anspruch 1 oder 2 hybridisiert. 

Oligonucleotid, verwendbar zur Ampllfilotion von Nucleinsauresequenzen, dadurch gekennzeichnet, daf3 seine 
Sequenz vom Gen env der Wen HIV-1 Bru, HIV-1 Mai und HIV-EII stammt und dadurch, daB es einer derfolgenden 
Nucleotidketten entspricht: 



KKyS : CCA ATT CCC XTA CAT TAT TGT GCC CC 
$,6905-6930,6903-6528^6860-6885 

KMySbis : GCC CCk CAA. TAA TCT ATG CCA ATX CG 
kS, 6930-690S, 6928-6903, 6885-6060, 



KKy6 : AAT GCC ACT CTA CCA CAA GAA GA 

S, 7055-7077, 7053-7075, 7010-7032 

hMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 

S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 



MKy7bis ; AAT TTC TGG CTC CCC TCC TGA GGA T 

AS, 7364-7360,7373-7349,7330-7306 



»ly8 : GTG CTT OCT COT OCT CCC AAG AAC CC 
KS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 



KHySbis : GCG TTC TTG GGA CCA CCA CCA ACC AC 
7832-7857, 782X-7846, 7775-7800^ 

. iCKy9 : ATG .GGT GGC AAG TGG TCA AAA ACT KG 

A 

5,8644-8869, 6836-8861, 8787-8812, 

. KKySbis : ,qTA CTT TTT GAC CAC TTG CCA CCC AT • 
AS, fi869-*8844, 8861-8836, B812-8787> 
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«My78 : TAT TAA CAA GAG ATC GTG C 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 

Mly89 : CCA CCA AGA AAA GAA TGA A 

S, 8224-8242, 8213-8231, B167-818S, 

MHy89bls : TTC ATT CTT XTC TIG CTC G 

AS, 8242-8224, 6231-8213, 8185-8167. 



Oligonucleotid, dadurch gekennzeichnet, da8 seine Sequenz bei einer Temperatur von 60*C ± 1*C mit einer Se- 
quenz nach Anspruch 4 hybridisiert. 

Oligonucleotid nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB seine Sequenz vonn Gen net 1 der Viren HI V-1 Bru, 
HIV-1 Mai und HIV-Eli stammt, entsprechend einer derfolgenden Nucleotidketten: 

HMylO : AAA AGA AXA GGG GGG ACT COA 

S, 911S-9136, 9117-9137, 9062-9082, 

KKylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TTT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 



KKyll : AAA GTC CCC XGC GGA AAG TCC C 

AS, 9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 

Oligonucleotid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 seine Sequenz vom Gen vif 1 der Viren HIV-1 Bru, 
HIV-1 Mai und HIV-1 Ell stammt, entsprechend einer der folgenden Ketten: 



KKylS : GAT TAT GGA AAA GAG ATG GCA GGT CAT 

Sj 5073-5099, 5068-5094, 5037-S063, 



HMyJ6 ; CCA GAC CAA CTA ATT CAT CTC TA 

S, 5383-5405, 5378-5<00, S347.-S369, 



KKyl6bis : TAC AGA TGA ATT AGT TGG TCT CC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 
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MMyl7 : CTT XAC CTC CTC TAX AXG CTC 

AS, 567S-56S3, S670-5648, 5635-^5617. 

5 

8. Starterpaar, dadurch gekennzelchnet, da3 es Oligonucleotide gemaB einem der Anspruche 1 bis 7 umfa3t, welche 
nach einerderfolgenden Moglichkeiten verbunden sind: MMy7-MMy8 oder MMy9-MMy10bis oderMMy15-MMy17 
Oder NMy8bis-MMy89 Oder MMy89bis-MMy9bis. 

10 9. Verfahren zur Genamplifkatlon von Nucleinsauresequenzen des Virus vom Typ HIV-1, welches ausgehend von 
einer biologischen Probe durchgefuhrt wird, wobei das Verfahren hauptsachlich die folgenden Stufen umfa81: 

eine Stufe der Extraktion der nachzuweisenden Nucleinsaure, welche dem Genom des Virus vom Typ HIV-1 
angehort und gegebenentalls in der oben erwahnten biologischen Probe vorliegt und gegebenenfalls eine 
IS stufe der Behandlung mittels einer inversen Transcriptase dieser Nucleinsaure, wenn die letztere in RNS- 

Form vorliegt, 

- einen Zyklus, welcher die folgenden Stufen umfa8t: 

Denaturieren der nachzuweisenden doppelstrangigen Nucleinsaure, was zur Blldung einer elnstrangigen 

20 Nucleinsaure fuhrt, 

Hybridisieren jedes wahrend der vorhergehenden Stufe der Denaturierung erhallenen Nucleinsaurestran- 
ges mit wenigstens einem als Starter verwendeten Oligonucleotid nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
durch in Kontakt bringen der oben erwahnten Strange mit wenigstens einem oben erwahnten Starterpaar, 
Bllden von DNS mit komptementaren Strangen, ausgehend von den Startern. auf welchen sie in Gegen- 

25 wart einer DNS-Polymerase und von vier verschiedenen Nucleosidtriphosphaten (dNTP) hybridisiert wer- 

den, was zur Blldung einer viel groBeren Anzahl nachzuweisender doppelstrangiger Nucleinsauren fuhrt 
wie die vorhergehende Stufe der Denaturierung, 

wobei dieser Zyklus eine Anzahl Male wiederholt wird, welche zum Erhalten der gegebenenfalls in der biolo- 
30 gischen Probe vorliegenden, nachzuweisenden Nucleinsaure in einer zu ihrem Nachweis ausreichenden Men- 

ge, bestimmt wurde, 

eine Stufe des Nachweises der moglichen Gegenwart der Nucleinsaure, welche dem Genom des Virus vom 
Typ HIV-1 in der biologischen Probe angehort. 

35 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daQ die Stufe der Extraktion von viraler DNS die folgenden 
Stufen umfaBt: 

Suspendieren des Zellruckstandes in 0,5 ml pyrolisiertem Wasser in einem Potter mit groBem Kolben, 
Brechen der Zellen durch "Vor- und Ruckgang", 
40 , Zugabe von Triton XI 00 bis auf eine Endkonzentration von 0,1 %, 
Denaturieren unter Erhitzen wahrend 15 bis 25 min bei 100*0, 
kurzes Zentrifugieren, um nur die Zellabfalle zu entfemen, 

Ausfallen von DNS uber Nacht bei - 20*C durch Zugabe von 2,5 Volumenteilen absolutem Ethanol und auf 
10 % des Endvolumens von 3-molarem Natriumacetat. 

45 

11. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da3 die Stufe der Retro-Transcription der viralen RNS die 
folgenden Stufen umfa3t: 

10 Jig in Wasser resuspendierle, extrahierte RNS wird mit dem Starter(Aktivator)paar jeweils in der Konzen- 
50 tration von 0,8 jim in einem Endvolumen von 40 p.! In Kontakt gebracht, alles wird bei lOO'C wahrend 10 min 

denaturiert und dann in Eiswasser getaucht, 

man fugt 10 \i\ der folgenden Mischung zu: 5 \i\ Puffer "10 X Puffer" (welcher, wenn er auf 1/10 verdunnt ist. 
umfaBt: Tris-HCI, pH = 8.9: 50 mM; (NH4)2S04: 15 mM; MgClg: 5 mM; p-Mercaptoethanol: 10 mM; Gelatine: 
0,25 mg/ml) + 1 Einheit reverse Transcriptase + 1 Einheit Taq-Polymerase + 1 |il der f^ischung der 4 dNTP 
55 zu jeweils 25 mM + 10 ^il Wasser Q.S.R, die Herstellung der cDNS geschieht durch Wirkung der reversen 

■ Transcriptase bei 42*C wahrend 1 3 Minuten, dann ertiitzt man auf 95"C wahrend 3 min. um die reverse Trans- 
criptase zu zerstoren. 
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1 2. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Denaturierungsstufe in Gegenwart 
von (einem) Starterpaar(en) nach einem der AnsprOche 1 bis 8 durchgefuhrt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet. daB es unter den folgenden Bedingungen durchgefuhrt 
s wird: 

fOr die Stufe der Hybridlsierung werden die Starter (1 ^1 einer Losung zu 40 ^IVIol jedes Starters) mit der DNS- 
Matrix (100 bis 300 mg) fur die erste Stufe der Denaturierung-Wiederverbindung in Kontakt gebracht. dann 
erhitzt man fOr 10 rhin auf 100°C, dann taucht man die Rohrchen, welche diese l\/lischung aus DNS-Matrix 
und Starter enthalten, in Eis enthaltendes Wasser, wobei die Starter in einer Endkonzentration in der Ampli- 
fikationsstufe verwendet werden, welche jewells 0,8 fiM betragt; 

- fur die Amplifikatlonsstufe f ugt man dem vorhergehenden Milieu die 4 dNTR wobei alle zu 0,5 jiMol der End- 
losung (50 ^.1) verwendet werden und eine EInhelt Taq-Polymerase f Or ein Reaktlonsmllieu von 50 ^1 zu; diese 
Stufe wird in als "10 X Puffer' bezeichnetem Ampllfikationspuffer durchgefuhrt, dessen Zusammensetzung in 

IS Anspruch 11 angegeben ist. 

14. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 9 bis 1 3 zur In vitro-Diagnose der Infektion einer Person 
durch einen Virus vom Typ HIV-1 oder eines Tieres durch einen Virus vom Typ HIV-1. 

20 15. Verfahren zur Expression von Proteinen, weiche durch die Nucieotidsequenzen des Vtrus vorn Type HiV-1, arn- 
pliflzierbar mittels der Oligonucleotide gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, codiert werden, umfassend die Stufen: 

In Kontakt bringen wenigstens eines Oligonucleotidpaares, das spezifisch fur eIn Gen ist, das unter den Genen 
env. nefl , vifl eines Retrovirus vom Typ HiV-1 ausgewahlt ist, wobei diese Oligonucleotide, welche Sequenzen 
25 gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 entsprechen, mit Nucieotidsequenzen, welche vom Genom eines Virus 

vom Typ HIV-I stammen, unter Bedingungen, welche die Hybridlsierung dieser Sequenzen mit den Oligonu- 
cleotlden eriauben, 

- Ampllfizieren der in den Genen env, nefl, vifl des Retrovirus vom Typ HIV-1 enthaltenen Nucieotidsequenzen 
ausgehend von den oben genannten Oligonucleotiden gemaB dem Verfahren nach einem der AnsprOche 9 

30 bis 13. 

Gewlnnen und Translatleren der so ampliflzierten Sequenzen, um Protelnsequenzen zu erhalten. 

16. Immunogene Zusammensetzung, umfassend ein (oder mehrere) Produkt(e) der Translation von Oligonucleotiden, 
entsprechend den Nucleinsauresequenzen gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 und/oder ein (oder mehrere) 

35 Produkt(e) der Translation der Nucieotidsequenzen, welche in einem der Gene env, nefl oder vifl des Retrovirus 

vom Type HIV-1, ampllfizlert durch das Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 13, enthalten sind, nach Hy- 
bridlsierung mit einem Oligonucleotldpaar, ausgewahlt unter den Oligonucleotiden gemaB einem der Anspruche 
1 bis B, welche spezifisch f Or ein Gen eines Virus vom Typ HIV-1 , ausgewahlt unter den Genen env, nefl oder vifl 
sind und/oder mit einem (oder mehreren) Expressionsrodukt(en), erhalten durch das Verfahren nach Anspruch 15. 

40 

17. Kit zur DurchfOhrung eines Verfahrens nach einem der Anspruche 9 bis 13, umfassend: 

klein wenigstens ein Otigonucleotid-Starterpaar gemaB einem der Anspruche 1 bis 8, 

- wenigstens ein Oligonucleotid-Starterpaar gemaB einem der AnsprOche 1 bis 8, 

45 - geelgnete Reagenzien zur DurchfOhrung des Amplifikationsoperattonscyclus, namlich DNS-Polymerase und 

4 verschledene Nucleotidtriphosphate, 
den Puffer "10 X Puffer" wie er in Anspruch 11 beschrieben ist, 

eIne (oder mehrere) Sonde(n), welche markiert werden kann bzw. konnen und mit der bzw. den nachzuwei- 
senden ampliflzierten Nucleinsauresequenz(en) hybrkilsieren kann bzw. konnen. 

so 

18. Zusammensetzung fur zur Behandlung viraler Erkrankungen, Insbesondere von Aids, umfassend wenigstens eine 
Antisens-Nucleotidsequenz gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 in Verbindung mit einem pharmazeutisch an- 
nehmbaren Trager. 

55 1 9. Antikorper, welche dazu geeignet sind, eine immunologlsche Reaktion mit den Produkten der Translation der Oli- 
gonucleotkje, welche den Nucleinsauresequenzen gemaB einem der Anspruche 1 bis 8 entsprechen, und/oder 
einem (oder mehreren) Produkte(n) der Translation der Nucieotidsequenzen, welche in einem der Gene env, nefl 
Oder vifl des Virus vom Typ-HIV-1 enthalten sind, weiche durch das Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 
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13 amplifiziert sind, einzugehen. nach Hybridisierung mit einem Oligonucleotid, das aus den Oligonucleotiden 
gema3 einem der Anspruche 1 bis 8 ausgewahit ist, die spezifisch fur ein Gen eines Virus vom Typ HIV-1 sind, 
welche aus den Genen env, nefl cxier vlfl ausgewahit sind und/oder mit einem (Oder mehreren) Expressionsprodukt 
(en), erhaiten durch das Verfahren nach Anspruch 15. 

5 

20. Verfahren zur in vitro-Diagnose der Infektion einer Person Oder eines Tieres durch einen virus vom Typ HIV-1, 
umfassend das in Kontakt bringen einer biologischen Probe (namlich Serum), welche einem zu untersuchenden 
Patienten entnommen wird, mit Antikorpern nach Anspruch 19 und den Nachweis des immunologischen Komple- 
xes, welcher zwischen den Antigenen der Viren vom Typ HIV-1 , welche gegebenenfalls in der biologischen Probe 

10 vorhanden sind, und den Antikorpern gebildet ist. 

21. Kit zur DurchfOhrung eines Verfahrens nach Anspruch 20, umfassend die Antikorper nach Anspruch 19, und ge- 
gebenenfalls geeignete Reagenzien zum Nachweis der immunologischen Reaktion, welche zwischen den Anti- 
korpern und den Antigenen der HIV-1 Viren erzeugt wird. 

IS 

22. Pufferlosung ("10 X Puffer"), verwendbar in einem Verfahren zum Amplifizieren von Nucleinsauresequenzen mit 
Oligonucleotiden nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB sie, wenn sie auf 1/10 verdunnt 
ist, umfaBt; 

- Tris-HCi, pH 3,3: 50 rnM, 

- (NH4)2S04: 15mM. 
MgCl2: 5 mM 

P-Mercaptoethanol: 10 mM 
Gelatine: 0,25 mg/ml. 

2S 

Claims 

1 . Oligonucleotide, which can be used as primer for the amplification of nucleic acid sequences, characterized in that 
30 its sequence is chosen among sequences which are conserved and specific of the nef1 . yifl genes of HIV-1 Bru, 

HIV-1 Mai and HIV-1 Ell, or among complementary sequences of the latter sequences. 

2. Oligonucleotide according to claim 1 , characterized in that it contains a conserved and specific sequence of a gene 
chosen among the nef1. vifl genes of HIV-1 Bru, HIV-1 Mai and HIV-1 Eli and additional sequences, or contains 

35 a nucleotide sequence complementary of one of these latter sequences, it being understood that the possible 

additional nucleotides which « extend over >> the consen/ed, specific nucleotide sequence of the gene in question, 
on the side of the 3' or 5' ends, coincide preferably with those which are placed below the 3' or 5' ends corresponding 
to the very inside of the complete sequence of the genes of the HIV-1 type viruses mentioned above. 

40 3. Oligonucleotide characterized in that its sequence is modified with respect to the nucleotide sequence of an oli- 
gonucleotide according to claim 1 or 2 and in that it hybridizes, at a temperature of 60°C ± l^'C, with said oligonu- 
cleotide according to claim 1 or 2. 

4. Oligonucleotide which can be used tor the amplification of nucleic acid sequences, characterized in that its se- 
45 quence is derived from the eny gene of HIV-1 Bru, HIV-1 Mai and HIV-1 Eli viruses and in that it replies to one of 

the following nucleotide chains. 



so 



55 



MMyS : CCA ATT CCC ATA CAT TAT TGT GCC CC 
8,6905-6930,6903-6928,6860-6885 

MMySbis : GGG GCA CAA TAA TGT ATG GGA ATT GG 
AS, 6930-6905, 6928-6903, 6885-6860, 
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HHy6 : AAT GGC AGT CTA GCA GAA GAA GA 

5,7055-7077,7053-7075,7010-7032 

MMy7 : ATC CTC AGG AGG GGA CCC AGA AAT T 

S, 7360-7384, 7349-7373,7306-7330 

llHy7bis : AAT TTC TG6 GTC CCC TCC tbX GGA T 

AS, 7384-7360,7373-7349,7330-7306 

MHyS : GTC CTT CCT GCT GCT CCC AA6 AAC CC 
AS, 7857-7832,7846-7821,7800-7775 

MKySbis : GGG TTC TTG GGA GCA GCA GGA AGC AC 
S, 7832-7857, 7821-7846, 7775-7800, 

MHy9 : ATG GGT GGC AAG TGG TCA AAA ACT AG 

A 

J5,B844.-8869, 8836-8861, 8787-8812^ 

|lMy9bl« >. CTA^jCT^ TTT 6AC CAC -TTG GCA CCC AT 
AS, 8869-8844, 8861-8836, 8B12-8787-, 

MMy78 : TAT TAA CAA GAG ATG GTC 6 

S, 7629-7647, 7612-7630, 7572-7590, 

MKy89 : CCA GCA AGA AAA GAA TGA A 

S. 8224-8242, 8213-8231, 8167-8185, 

llMy89bis : TTC ATT CTT TTC TTG CTG G 

AS, 8242-8224, 8231-8213. 8185-8167. 

Oligonucleotide, characterized in tliat its sequence hybridizes at a temperature of 60°C ± 1°C with a sequence 
according to claim 4. 

Oligonucleotide according to Claim 1 , characterized in that its sequence is derived from the nefl gene of the HI V- 
1 Bru, HIV-1 Mai and HIV-Eli viruses, replying to one of the following nucleotide chains : 
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KMylO : AAA AGA AAA GGG GGG ACT GGA 

S, 9116-9136, 9117-9137, 9062-9082, 

KMylObis : TCC AGT CCC CCC TTT TCT TOT 

AS, 9136-9116, 9137-9117, 9082-9062, 

MMyli : AAA GTC CCC AGC GGA AiVG TCC C 

ASf9503-9483, 9505-9484, 9449-9428, 

Oligonucleotide according to Claim 1 , characterized in that its sequence Is derived from the vif 1 gene of the HIV- 
1 Bru, HIV-1 Mai and HIV-Eli viruses, replying to one of the following nucleotide chains : 

MMylS : GAT TAT GGA AAA CAG AtG GCX GGI 6AT 

S, 5073-5099, 5068-5094, 5037-5063, 

I0fyl6 : CCA GAC CAA CTA ATT CAT; CTG > 

-Si' 5383^5405r 5378-546^^- S^4^7-5369, 

MKyl6bis : TAC AGA TGA ATT AGT TGG TCT GC 

AS, 5405-5383, 5400-5378, 5369-5347, 

MMyl7 : CTT AAG CTC CTC TAA AAG CTC TA 

AS, 5675-5653, 5670-5648, 5639-5617. 

Pair ot oligonucleotide primers characterized in that it comprises oligonucleotides according to anyone of claims 
1 to 7, in association according to one of the following possibilities: MMy7-MMy8, or MMy9-MMy1 Obis, or 
MMy15-MMy17. or MMy8bis-MMyS9 or MMy89bls-MMygbls. 

Process for the gene amplification of nucleic sequences of HIV-1 type viruses, performed starting with a biological 
sample, this process comprising mainly the following steps : 

a step of extracting the nucleic acid to be detected, belonging to the genome of the HIV-1 type virus which 
may be present in the abovementloned biological sample, and, where appropriate, a step of treating, with a 
reverse transcriptase, the said nucleic acid if the latter is In RNA form, 
a cycle comprising the following steps : 

denatu ration of the double stranded nucleic acid to be detected, which leads to the formation of a single- 
stranded nucleic acid, 

hybridization of each of the nucleic acid strands, obtained during the preceding denaturation step, with at 
least one oligonucleotide used as primer according to one of Claims 1 to 8, by bringing the abovementloned 
strands into contact with at least one pair of the abovementloned primers, 

formation, from the primers, of the DNAs complementary to the strands with which they are hybridized in 
the presence of a DNA polymerase and of four different nucleoside triphosphates (dNTP), leading to the 
formation of a greater number of double-stranded nucleic acids to be detected than at the preceding 
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denaturation step, 

this cycle being repeated a determined number of times In order to obtain the said nucleic sequence to be 
detected which may be present In the biological sample in a proportion sufficient to allow its detection, 
a step of detecting the possible presence of the nucleic acid belonging to the genome of the HIV-1 type virus 
in the biological sample. 

10. Process according to Claim 9, characterized In that the step of extracting the viral DNA comprises the following 

steps : 

suspension of the cellular pellet in 0.5 ml of pyrolized water in a Potter apparatus with a large piston, 

grinding of the cells by a so-called « reciprocating movement », 

addition of Triton X1 00 for a final concentration of 0. 1 %, 

heat denaturation for 15 to 25 minutes at lOO^^C, 

short centrifugation so as to remove only the cellular debris, 

precipitation of the DNA overnight at -20**C by addition of 2.5 volumes of absolute ethanol and 1 0% of the final 
volume of 3 molar sodium acetate. 

11. Process according to Claim 9, characterized in that the step of retrotranscriptlon of the viral RNA comprises the 
loiiowlng steps : 

10 M-g of extracted RNA resuspended in water are exposed to the pair of primers at the concentration of 0.8 
\xhA each, in a final volume of 40 the whole mixtrue is denatu rated at 1 00°C for 10 minutes and then immersed 
in ice-cold water, 

10 fil of the following mixture are added : 5 |il of the « 10 X buffer » (comprising when it is diluted 1/10: Tris- 
HCI, pH = 8.9: 50 mM ; (NH4)2S04 ; 15 mM ; MgClg ; 5 mM; p-mercaptoethanol: 10 mM ; gelatin : 0.25 mg/ 
ml) + 1 unit of reverse transcriptase + 1 unit of Taq polymerase + 1 p.1 of the mixture of the 4 dNTPs at 25 mM 
each + water qs 10 the production of the cDNA is obtained by the action of the reverse transcriptase at 
42'*C for 1 3 minutes, then the mixture is heated at 95'*C for 3 minutes, in order to destroy the reverse tran- 
scriptase. 

12. Process according to one of Claims 9 to 1 1 , characterized in that the denaturation step is performed in the presence 
of the pair(s) of primers according to one of Claims 1 to 8. 

13. Process according to Claim 12, characterized in that it is performed under the following conditions : 

hybridization : the primers (1 jil of a 40 limolar solution of each primer) are exposed to the template DNA (1 00 
to 300 ng) for the first denatu rat ion-reassociat ion step ; the mixture is heated for 10 minutes at 100'C and 
then the tubes containing this mixture of template DNA and primers are immersed In water containing ice. The 
primers should be used at a final concentration, in the subsequent amplification step, of 0.8 |a.M each, 
amplification there are added to the preceding medium the 4 A dNTPs, each being used at 0.5 p.molar final 
solution (50 p.!), and one unit of Taq polymerase for a reaction medium of 50 |j.l ; this step is performed in the 
amplification buffer designated by the name « 10 X buffer » whose composition is indicated in Claim 11. 

14. Application of the process according to any one of Claims 9 to 1 3 to the in vitro diagnosis of the infection of an 
individual by an HIV-1 type virus, or of an animal by an HIV-1 type virus. 

15. Process for the expression of proteins encoded by the nucleotide sequences of the HIV-1 type virus, amplifiable 
with the oligonucleotides of anyone of claims 1 to 8 comprising the steps of: 

contacting at least a pair of oligonucleotides specific for a gene chosen among the env. nef 1 . vifl genes of a 
HIV-1 retrovirus type, these oligonucleotides replying to the sequences according to anyone of claims 1 to 8, 
with nucleotide sequences derived from the genome of the HIV-1 type virus, in conditions allowing hybridization 
of these sequences with the oligonucleotides, 

amplification of the nucleotide sequences contained in env . nef 1 . vifl . genes of HIV-1 type retroviruses starting 
from the above said oligonucleotides according to the process of anyone of claims 9 to 1 3, 
recovery and translation of the sequences thus amplified to obtain the sequences of the proteins. 
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16. Immunogenic connpositions comprising one (or several) product(s) of the translation of oligonucleotides replying 
to the nucleic sequences according to anyone of claims 1 to 8, and/or one (or several) product(s) of translation of 
the nucleotide sequences contained in one of the env. nef1 . or vif 1 retrovirus of the HIV-1 type amplified by the 
process according to anyone of claims 9 to 13, after hybridization with a pair of oligonucleotides according to 

5 anyone of claims 1 to 8, specific of a gene of a virus of the HIV-1 type chosen among the env. net 1 , or viH genes 

and/or one (or several) expression products obtained by the process according to claim 15. 

1 7. Kit for carrying out a method according to one of Claims 9 tol 3 comprising : 

10 - a least one pair of oligonucleotide primers according to any one of claims 1 to 8, 

reagents appropriate for carrying out the cycle of amplification operations, especially DNA polymerase, and 
four different nucleotide triphosphates, 
the 1 0 X buffer as described in Claim 11 , 

one (or more) probe(s), which may be labelled, capable of hybridizing with the amplified nucleic acid sequence 
IS (s) to be detected. 

18. Composition for the treatment of viral diseases, especially of AIDS, comprising at least one antlsense nucleotide 
sequence according to one of Claims 1 to 8 in association with a pharmaceutical ly acceptable vehicle. 

20 19. Antibodies capable of forming an immunologica! rsactiGP. with the products of transiatlon of the oligonucleotide 
replying to the nucleic sequences according to one of Claims 1 to 8, and/or one (or more) product(s) of translation 
of the nucleotide sequences contained in one of the env. nefl, or yjfl genes of the HIV-1 type virus amplified by 
the method according to one of Claims 9 to 1 3 after hybridization with anyone of the oligonucleotides of claims 1 
to 8, specific of a gene of a virus of the HIV-1 type chosen among the env . nefl or vif 1 genes and/or one (or several) 

25 expression products obtained by the process according to claim 1 5. 

20. Method for the in vitro diagnosis of the infection of an individual or of an animal by an HIV-1 type virus, comprising 
bringing a biological sample (especially serum), collected from a patient under study, into contact with antibodies 
according to Claim 19, and the detectbn of the immunological complexes formed between the antigens of the HIV 

30 type viruses which may be present in the biological sample and the said antibodies. 

21. Kit for carrying out a method according to Claim 20, comprising antibodies according to Claim 19 and, where 
appropriate, reagents appropriate for revealing the immunological reaction formed between the said antibodies 
and the antigens of the HI V viruses. 

35 

22. Buffer solution (« 10 x buffer ») which can be used in a process for amplification according to anyone of Claims 1 
to 8 characterized in that it comprises, when it is diluted 1/10 ; 

- Tris-HCI, pH 8.9 ; 50 mM ; 
40 - (NH4)2S04; 15mM. 

MgClg ; 5 mM, 

p-mercaptoethanol ; 10 mM, 
gelatin ; 0.25 mg/ml. 

45 



so 
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